遗传性球形红细胞增多症（HS）是一种由于红细胞膜的骨架蛋白缺陷所致的常见遗传性溶血性贫血，临床主要表现为贫血、黄疸和脾肿大。大部分HS为常染色体显性遗传，少数为常染色体隐性遗传或新生突变所致。目前报道的大多数病例中，与HS发病相关的突变主要发生在ANKl、SPTB、SLC4A1、EPB42和SPTA1基因上，分别导致锚蛋白、β收缩蛋白、带3蛋白、4.2蛋白和α收缩蛋白缺陷或异常，其中以ANKl基因突变最为常见[@b1]--[@b2]。然而不同突变与HS患者临床表现是否相关尚不明确，目前仍缺乏相关报道。本研究我们对我院近半年收治的25例HS患者及部分患者亲属的外周血进行HS相关基因突变检测，分析突变基因与HS患者临床表现的关系，进一步明确不同突变基因的分布情况以及所致红细胞脆性与贫血程度的差异。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：收集我院2017年7月至2017年12月明确诊断为HS的25例患者，诊断均符合文献[@b3]标准。综合HS诊断分型标准[@b4]--[@b5]，将HS患者分为：①HS性状/携带者：男性HGB≥120 g/L、女性HGB≥110 g/L；②轻型：男性HGB 101\~119 g/L、女性HGB 101\~109 g/L；③中型：HGB 81\~100 g/L；④重型：HGB≤80 g/L。

2．临床表型检测：检测患者HGB、网织红细胞比值、网织红细胞绝对值（ARC）、EMA结合试验、酸化甘油溶血试验（AGLT50）及红细胞渗透脆性试验（EOF）等指标。

3．基因检测：采集患者及部分患者亲属的外周血，置于EDTA抗凝管内。标本进行全基因组DNA提取后进行片段化处理，利用北京迈基诺基因科技股份有限公司的NGS+MygenoCap技术平台对红细胞疾病相关基因panel，涵盖了鉴别先天性红细胞增多症panel相关基因（包括ANK1、EPB41、JAK2、SPTB、SLC4A1、EGLN1、EPB42、TET2、EPAS1、EPOR、SPTA1、VHL）进行捕获（少数患者使用了包括更多基因的其他血液系统panel），通过二代测序分析相关基因的单个碱基置换、碱基插入缺失、基因片段的缺失重复、染色体变异等情况。

4．统计学处理：应用SPSS 23.0软件进行统计学分析，非正态分布的计量资料数据组间比较采用Mann-Whitney *U*检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、一般资料

25例患者中男13例（52%），女12例（48%），中位年龄20（4\~55）岁。中位HGB为105（65\~150）g/L，其中代偿性溶血9例（36%），轻度贫血9例（36%），中度贫血3例（12%），重度贫血4例（16%）。中位网织红细胞比值为8.04%（2.74%\~18.5%），中位ARC为283.0（71.4\~641.9）×10^9^/L。

二、基因突变

25例患者中18例（72%）携带与HS致病相关的基因突变，包括6例ANK1突变，6例SLC4A1突变，5例SPTB突变和1例EPB41突变；7例（28%）未检测到上述5种基因突变。18例携带基因突变的患者中，10例携带突变来源于父母，2例为自发突变（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 18例遗传性球形红细胞增多症患者致病相关基因突变情况

  例号   基因     核苷酸变化     氨基酸变化       遗传方式   变异来源
  ------ -------- -------------- ---------------- ---------- ----------
  1      ANK1     c.3889elC      p.L1297Cfs\*6    AD         自发突变
  2      ANK1     c.3753-1G\>C   splicing         AD         未知
  3      ANK1     c.2682-1G\>A   splicing         AD         未知
  4      ANK1     c.3509G\>T     p.s11701         AD         父亲
  5      ANK1     c.2887dupC     p.R963Pfs\*195   AD         自发突变
  6      ANK1     c.3713C\>T     p.A1238V         AD         父亲
  7      SPTB     c.4978C\>T     p.Q166QX         AD         母亲
  8      SPTB     c.154C\>T      p.R52W           AD         父亲
  9      SPTB     c.3190C\>T     p.Q1064X         AD         母亲
  10     SPTB     c.1422C\>G     p.Y474X          AD         父亲
  11     SPTB     c.38562A\>G    splicing         AD         父亲
  12     SLC4A1   c.2287G\>A     p.G763R          AD         未知
  13     SLC4A1   c.2287G\>A     p.G763R          AD         未知
  14     SLC4A1   c.620delG      p.G207Afs\*24    AD         父亲
  15     SLC4A1   c.6544G\>C     p.D2182H         AD         母亲
  16     SLC4A1   c.1970C\>A     p.s657Y          AD         未知
  17     SLC4A1   c.1468C\>T     p.R490C          AD         未知
  18     EPB41    c.419A\>G      p.K140R          AD         母亲

注：AD：常染色体显性异常；未知：父母已死亡，无法检测基因

三、基因突变与临床表型

1．基因突变与性别（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）：三种重现性突变中，SPTB突变与SLC4A1突变以男性为主（SPTB：男性占80.0%，女性占20.0%；SLC4A1：男性占66.7%，女性占33.3%），ANK1突变患者男女比例相当（男性占50.0%，女性占50.0%）。

2．基因突变与年龄：携带基因突变的患者中位发病年龄与无相关突变患者相比差异无统计学意义\[19.5（4\~55）岁对41（18\~45）岁，*z*=−1.515，*P*=0.130\]。与其他基因突变患者相比，SLC4A1突变的患者年龄明显偏大\[44（14\~55）岁对15（4\~28）岁，*z*=−2.537，*P*=0.011\]（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。携带ANK1突变及SPTB突变患者与携带其他突变患者年龄比较差异无统计学意义。

3．基因突变与贫血程度：携带基因突变与无相关基因突变患者HGB水平差异无统计学意义\[106（73\~150）g/L对104（65\~123）g/L，*z*=−0.545，*P*=0.585\]（[图1C](#figure1){ref-type="fig"}）。并且ANK1、SLC4A1及SPTB突变患者与携带其他突变患者比较，贫血程度亦无明显差异。

4．基因突变与EMA标记缺失程度：携带基因突变患者的EMA标记缺失的程度\[33.12%（10.94%\~41.27%）\]显著高于无相关突变患者\[27.25%（−4.8%\~33.03%），*z*=−2.421，*P*=0.015\]（[图1D](#figure1){ref-type="fig"}）。但是，携带ANK1、SLC4A1及SPTB突变患者与携带其他突变患者比较差异无统计学意义。

5．基因突变与红细胞渗透脆性：所有患者AGLT50均低于正常值。携带基因突变患者的AGLT50\[55（30\~90）s\]显著低于无相关突变的患者\[80（50\~120）s，*z*=−2.149，*P*=0.032\]（[图1E](#figure1){ref-type="fig"}）。但是，携带ANK1、SLC4A1及SPTB突变患者与携带其他突变患者比较差异无统计学意义。

携带基因突变患者的EOF开始溶血盐水浓度\[0.48%（0.48%\~0.60%）\]显著高于无相关突变的患者\[0.60%（0.48%\~0.60%），*z*=−2.208，*P*=0.027\]（[图1F](#figure1){ref-type="fig"}）。但是，携带ANK1、SLC4A1及SPTB突变患者与携带其他突变患者比较差异无统计学意义。

![遗传性球形红细胞增多症患者基因突变与临床特征相关性分析（\**P*\<0.05）\
A：基因突变与性别的相关性；B：基因突变与发病年龄的相关性；C：基因突变与HGB的相关性；D：基因突变与EMA标记缺失程度的相关性；E：基因突变与酸化甘油溶血试验（AGLT50）的相关性；F：基因突变与红细胞渗透脆性试验（EOF）开始溶血浓度的相关性。携带突变：携带ANK1、EPB41、SPTB、SLC4A1任一基因突变者；无相关突变：未检测到ANK1、EPB41、SPTB、SLC4A1基因突变](cjh-39-11-912-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

HS作为常见的遗传性溶血性疾病，由基因突变引起相应红细胞膜的骨架蛋白缺陷所致。约75%的HS为常染色体显性遗传，25%为常染色体隐性遗传，还有部分为新生突变导致[@b6]。不同人群的红细胞膜蛋白缺陷类型有所不同，如日本人多发生4.2蛋白缺陷，韩国人多数为锚蛋白或未明确的膜蛋白发生缺陷，意大利人常见带3蛋白和收缩蛋白缺陷，而墨西哥人往往发生多种膜蛋白联合缺陷[@b7]--[@b8]。目前国外报道的大多数病例中，与HS发病相关的突变有ANKl、SPTB、SLC4A1、EPB42和SPTA1，分别导致锚蛋白、β收缩蛋白、带3蛋白、4.2蛋白和α收缩蛋白缺陷或异常。本研究我们通过对25例HS患者常见相关基因突变进行靶向测序，分析临床表型在携带不同突变患者间的差异，进一步明确不同突变基因的分布情况以及致病强度的差异。

我们的研究发现，72%患者携带HS相关突变，28%患者未检测到常见已知的相关突变，其中最常见的突变分别为ANK1突变（24%）、SLC4A1突变（24%）和SPTB突变（20%），以上基因分别编码锚蛋白、β收缩蛋白和带3蛋白缺陷。ANK1基因位于8号染色体P11.2，相对分子质量为160×10^3^，含42个外显子，其编码的蛋白称为锚蛋白，主要有3个功能结构域[@b9]--[@b11]。锚蛋白位于红细胞膜，两端分别与β收缩蛋白和带3蛋白相连，起到把膜骨架固定于脂质双分子层的作用[@b11]。锚蛋白缺陷会造成膜骨架与脂质双分子层间的垂直相互作用力减弱，造成脂质双分子层的不稳定，进而脱离丢失。ANK1基因突变的HS主要为显性遗传，常见突变类型包括无义突变、移码突变和剪切突变。本研究中6例携带ANK1突变的患者有2例移码突变，2例错义突变和2例剪切突变，未检测到无义突变。其中2例患者父母均不携带该突变，明确为自发突变，其他4例患者因未获得父母亲双方样本无法确定突变来源，与已报道的ANK1自发突变比例高相吻合[@b4]。携带ANK1突变的患者发病年龄显著低于未检测到突变的患者（*P*=0.001），但与未发生ANK1突变的其他患者相比年龄上差异无统计学意义（*P*=0.126），可能与本研究入组患者例数较少有关。除此之外，ANK1突变与HS任何临床指标均无显著相关性，说明锚蛋白缺陷导致的HS并无统一的临床表型。

SLC4A1基因位于17号染色体q21，相对分子质量为18×10^3^，含20个外显子，其编码的蛋白为带3蛋白，同样包含3个功能结构域[@b11]。带3蛋白可以与锚蛋白、4.1蛋白和4.2蛋白相互作用，主要以二聚体或四聚体的形式结合在红细胞膜上，介导阴离子的交换。由于与锚蛋白结合，带3蛋白缺陷能够产生与膜蛋白缺陷相似的影响，最终导致HS的发生。本研究中6例突变患者除1例发生移码突变外，其余5例均为错义突变。带3蛋白往往发生杂合突变，而野生型带3蛋白能够弥补缺陷蛋白的部分功能，导致患者疾病严重程度和确诊率的降低[@b12]，这与本研究中携带SLC4A1基因突变的患者年龄显著高于未携带SLC4A1基因突变患者的发现相符。此外6例患者中3例发病年龄较低者均在SLC4A1基因突变的同时协同发生其他位点的突变，1例为SPTA1，1例为SPTB，此外还有1例患者因检测了包含更多基因的贫血panel发现携带FANCC、FANCD2、PIGM和TFR2突变，说明协同突变的发生能够加速SLC4A1基因突变导致的HS表型。对比各临床指标发现携带SLC4A1基因突变的患者红细胞平均血红蛋白量和中位红细胞平均血红蛋白浓度均显著高于未发生该突变的患者，其发生机制有待进一步研究。

SPTB基因位于14号染色体q23.3，相对分子质量为246×10^3^，含38个外显子，编码β收缩蛋白，与锚蛋白和带3蛋白均能相互作用。目前对于β收缩蛋白在HS中的研究较少，仅在一个针对韩国HS患者的研究中报道出现较高的突变率，且突变跨越整个蛋白功能域[@b13]。本研究的5例携带该突变患者人群中，3例发生无义突变，1例缺失突变，1例剪切突变。4例患者明确其突变来自于父母亲的其中一方。与前期报道的SPTB突变常见于儿童HS相符[@b14]，本研究中携带SPTB突变的患者发病年龄显著小于其他患者，中位发病年龄为14（6\~19）岁。患者除该突变外均未检测到其他常见协同突变，说明SPTB突变导致的HS恶性程度较高。但奇怪的是该突变与HS任何临床指标均无显著相关性，其发病年龄小的机制有待深入探索。

除三种重现性突变外，本研究中还有2例患者携带非重现性突变。其中1例13岁女性患者携带来自母亲的EPB41突变，该患者各临床指标接近所有患者平均水平；另1例患者携带ATRX、PIEZO1和PKLR突变，目前尚无与HS的致病相关的报道。该患者血浆游离血红蛋白26.6 mg/L，EMA标记缺失程度0.84%，均为正常水平，但其他表型可以明确诊断其疾病为HS。上述基因突变可能会是导致HS的新突变，其功能和机制尚需进一步挖掘。

此外，本研究中有7例患者未检测到常见HS基因突变，这部分患者的发病年龄显著高于携带突变的患者，且诊断HS的关键临床指标与突变患者相比更接近正常人，提示HS的致病突变主要集中在目前已报道的常见突变中，其他突变或表型疾病严重程度低。

HS是由于基因突变导致红细胞膜蛋白缺陷而产生的溶血性疾病，主要致病基因包括ANK1、SLC4A1、SPTA1、SPTB和EPB42。研究发现不同的人群基因突变模式不同，早期研究通过SDS-PAGE诊断HS发现患者膜蛋白缺陷类型与临床指标无明显关联[@b8]。本研究我们通过对25例HS患者的重现性突变ANK1、SLC4A1和SPTB进行研究分析，发现携带不同突变的患者发病年龄具有显著差异，未发生常见突变的患者临床症状较轻。我们的研究说明不同突变对于疾病的严重程度贡献不同，患者在相似的临床表型下可能具有不同的疾病发生机制。该结论提示对常见突变的筛查能够为HS患者的诊断及治疗提供指导。
